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論 文 内 容 要 旨
DNAの二本鎖 を一本鎖DNAに 巻 き戻 すDNAヘ リカーゼはDNAの 複製,転 写,修 復,組 換 えの過程 で
重要 な役割 を果 た してい る。近年,DNAヘ リカーゼの欠損 によ り染色体不安定性 を特徴 とす る高発癌性,
発育不全症,早 期老 化な どの症状 を呈す る多 くの遺伝 病が報告 され生体内での重要性 が明 らか にな ってい
る。
ウェルナー症候群[Wemer'ssyndrome(WS)]は老化関連症状 を若年期 よ り発現す る早老症 の代表 的疾
患で,種 々の成人病症状:早 期 白髪,白 内障,皮 膚症状,骨 粗懸症,糖 尿 病,動 脈硬化 症 を示す。WS細
胞 においては細 胞寿命 の短縮,DNA複 製開始点 問距離 の延長・,テロメア短縮速度増大,染 色体不安定性
な どの細胞生物学 的特徴が報告 されている。1996年に,WSの 原 因遺伝子(WRN)が ポジシ ョナル クロー
ニングによって単離 同定 され,原 因遺伝子 は大腸 菌RecQヘリカーゼ に高い相 同性 を有す るDNAヘ リカ
ーゼ をコー ドしている ことが明 らかに された。大腸菌RecQヘリカーゼ相同 タンパ ク質 は,出 芽酵母 では
sgsl,分裂酵母 ではRqh1が,ヒトで はwRNを 含 め これ までに当研究室 で単離 同定 された機 能未知 タンパ
ク質のDNAhelicaseQl/RecQL1,若年か らの高発癌症 で高頻度の姉妹染色分体交換 を特徴 とす るBloom症
候群原 因遺伝 子産物(BLM),癌 を多発 しWRNと 同様 に早老症 を特徴 とするRothmund-Thomson症候群原
因遺伝 子産物(RTS),機能未知 タンパ ク質 のRECQL5の少 な くとも5種 類が確認 され てい る。WRNは
RecQヘリカーゼ相 同領域以外 にも,大 腸菌 のDNApolymeraseIのエキ ソヌ クレアーゼ領域 と相 同性 を有
す る領 域 を持 つ ことが明 らかになってお り,実 際 に試験管 内でWRNがDNAヘ リカーゼ活性 とエキ ソヌ ク
レアーゼ活性 を持つ こ とが報告 されている。 また,WS患 者 で見 いだ される多 くの変 異 はC末 端側 に存在
す る核移行 シグナルの上流 に存在 するナ ンセ ンス ・フレイム シフ ト変異がほ とん どであ り,WS患 者細胞
で はWRNが 核 内に欠 乏するため に発 症す る と予想 され る。最近 の研究 で は,WRNはDNA複 製や修復 に
関与す るreplicationproteinA・(RPA),proli∬eratingcellnuclearantigen(pCNA),topoisomefaseI,DNA
polymeraseδやDNA末 端結合能 を持つKu70/86複合体,ア ポ トー シス に関与 してい るp53との相互作用 が
報告 されて いる。 さ らに アフ リカッ メガエ ルの卵抽 出液 を用 い たcell-freeDNA複製系 でWRNはpre-
replicativef・ciと呼ばれる構造体 にRPAと共局在す ることが報告 されている。現在 まで に,WRNの ヘ リカ
ーゼ活性 やエキ ソヌ クレアーゼ活性 などの タンパ ク質機能 や,多 岐のプロセス に関わ る核 内 タンパ ク質 と
の相互作用が報告 されてい るが,WRNの 細胞内機能 の本質 や早老症 との関連 につい ては未 だ明 らか にな
ってい ない。
本研 究では,WRNが 関わる細胞 内機 能の解 明,さ らにはWRNの 欠損 に起 因す るWSの 早老症 の発症 の
分子 メカニズムの解 明を目的にWRNと 結合す るタンパ ク質の検索 を行 った。
[結果 ・考察]
1.3つのマウスWRN結 合 タンパク質の同定
Two-hybrid系を用いてマ ウスWRNと 相互作 用する因子 をマ ウスlymphomacDNAlibraryから検索 した結
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果,WRN相 互 作 用 因子 と して50個 の ポ ジ テ ィ ブ ク ロ ー ン を得 た 。50ク ロ ー ン中21ク ロー ン を 占 め る
cDNAク ロ ー ンは未 知 遺伝 子WHIP(Wemerhelicaseinteractingprotein)で,1クロ ー ンと29ク ロ ー ンはそ れ
ぞれ 既 知 遺伝 子 ∬MO-1(smallubiquitin.relatedmodl貸er-1),ひBC9(SUMO-1conjugatingenzyme9)であ る こ
とが 明 らか に なっ た。
2.WRNは 細胞 内でSUMO-1化修飾 を受ける
相互作用が検出 され たUbc9,SUMO一ユタンパ ク質 につ いて細o-hybridsystemでマ ウスWRNヘ リカーゼ
'
側 の結合部位 の検討 を行い,N末 端側272-514アミノ酸残基(全 長1401アミノ酸残基)の ほぼ同一 の領域
と強 く結合す るこ とを明 らか に した。
さ らに,他 の2つ の異 な るマ ウスRecQヘリカーゼ(RECQL1,BLM)との相互作用 を検討 した結果,
マ ウスRECQLIとは結合 しないがマ ウスBLMタ ンパ ク質 と結合す ることが明 らかになった。最近,Ubc9,
SUMO-1は同一 の生化学的経路 に属す る核内 タンパ ク質修飾機構iに関わっている ことが 明 らかになってい
る。そ こでWRNがSUMO-1化修飾 の標 的 となるか否 か,WRNを ヒ ト細胞 に一過性 に発現 させ て解析 し,
WRNタ ンパ ク質がSUMO-1化修飾 を受 け,さ らにWRNとSUMO一ユ分子の細胞 内局在 が一致す る ことを世
界 で初 めて証 明 した。本研究 に よ り,「SUMO-1化修 飾 によるWRNの 機能 の制御」 の可 能性 が示唆 され,
WRNの機 能制御 を解 明す るための重要な手 がか りを提示す ることがで きた。
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細 胞 内でのWR卜1のSU図0-1化 修飾
3.未 知 遺伝子産物WHlPとWRNは 細胞 内で相互作用す る
WHIPcDNAクローニ ングの結 果,未 知 遺伝 子産物WHIPは大腸菌 か らヒ トまで高度 に保 存 されRF-C
(replicationfactor-C)に類似 したア ミノ酸配列 をコー ドしているこ とが明 らか になった。WHIPとWRNを一
過性 に発 現 した細胞 内でWRNとWHIPは 複合体 を形成 し,さ らにWHIPとWRNは 試験管 内で直接結合 で'
きるこ とを証 明 した。 また,WHIPはWRNの エ キソヌク レアーゼ領域 に結合 した。 さらに,一 過性 に発
.現した、WHIPとWRNが核 内で同一 のd・・状 の離 体 に共嘩 す ることを明 らか に した・以上・本耽 にょ.
りWRNに 結合す る新規 タンパ ク質 としてWHIPが見いだ された。WHIPは大腸菌か らヒ トにまで保存 され,
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複 製必須 因子RF-Cに類似 した タンパ ク質で機能未
知で あ る。従 って,今 後 のWHIP研究 の進展 によ
り,老 化現 象 とい う多細 胞生物 に特 有 と思 われた
問題 を,WHIP及びWRNと い うタンパ ク質 を切 り
口 に して,全 生物 に普 遍的 な問題 と して分子 レベ
ルで解 明で きる可能性 がある。
4.WRNはDNA-PK複合体 と相互作用す る
WRNを 一過 性 に発現 した細胞抽出液 を用い,免
疫 沈 降法 に よ りWRNとDNA-PK複 合 体(DNA-
PKcsとKu70/86heterodimer)が共沈 する ことを明
らか にした。DNA-PK複合体 はdoublestrandbreaks











こ とが 報 告 され て い る。 また,WRNは ヘ リカ ー ゼ 活性 とエ キ ソ ヌ ク レア ー ゼ活 性 を持 つ こ とが 明 らか に
な ρ て い る が,Ku70/86heterodimerはエ キ ソヌ ク レア ー ゼ 活性 を活性 化 す る こ とが 明 らか に な っ た。 こ れ
はKu70/86heterod量merがWRNをDSBsで生 じた
DNA末端 にリクルー トしてWRNの エ キ ソヌ ク レ
アー ゼ活性 を発揮 させ てい る もの と考 え られる。
DSBs修復 にお いてDSBs末端 を消化 する非相 同組
換 えの 開始 のヌ クレアーゼは現在 までに明 らか に
なっていなV・が,WRNとDNA-PK複合体 との機能
的 な相 互作用 よ りWRNが この過 程 のヌ ク レアー




















審 査 結 果 の 要 旨
ウェルナー症候群(Wemer'ssyndrome,WS)は種 々の老化症状 を若年期 よ り発症す る代表的 な遺伝 性
疾患 で,患 者 由来 の細胞 では,分 裂寿命が短縮 し,染 色体が不安定 になってい る。1996年に,WSの 原 因
遺伝子(WRN)が ポジシ ョナルクローニ ングによって単離,同 定 され,こ の遺伝 子は大腸 菌RecQヘリカ
ーゼ に高い相同性 をもつDNAヘ リカーゼを コー ドしてい ることが明 らかにされた。 これ まで に,WSの 原
因遺伝子産物(WRN)が ヘ リカーゼ活性やエ キ ソヌ クレアーゼ活性 を もち,複 数の タ ンパ ク質 と相互作
用す ることが報告 されているが,WRNが どの ような過程 に機 能 し,そ の機 能の欠損が どの ように してWS
の種 々の症状 の出現 と結 びつ くのかは不 明の ままである。
本研 究 は,WRNの 機 能の解 明,さ らにWRNの 欠損 に起 因す るWSの 発症 の分子 メカニズムの解 明 を目
的 に してWRNと 結合す るタンパ ク質の検索 を行い,そ の機 能の解 明を試みた ものである。
まず初 めに,酵 母のtwo-hybrid系を用 いてマ ウスWRNと 相互作用す る タンパ ク質 をコー ドす る遺伝 子
を検 索 し,ユ ビキチ ンに似 たsuMo-1(smallubiquit血一relatedmodifier-1)及び,suMo-1を標的 タンパ ク質
に結 合 させ る活 性を もつ タンパ ク質,Ubc9と未知の タンパ ク質,WHIP(Wemerhelicaseinteractingprotein)
をコー ドす る遺伝 子 を単 離 した。WHIPは大腸菌 か ら ヒ トまで高度 に保存 された タ ンパ ク質で,RF-C
(replicationfactor-C)に類似 したア ミノ酸配列 をもっていた。
次 に,wRNのubc9,suMo.1との結合部位 の検討 を行 い,N末 端側272-514アミノ酸残 基が これ らの タ
ンパ ク質 との結 合領 域 で あ る ご とを明 らか に した。 また,WRNがSUMO-1化 修飾 を受 け,WRNと
SUMO-1分子 の細胞 内局在が一致す ることを初 めて証 明 した。
さらに,免 疫沈 降 によ りWRNとWHIPが複合体 を形成す るこ と,及 び,WHIPがWRNの エ キソヌク レ
アーゼ領域 に結合す るこ とを明ち か に した。 また,一 過性 に発現 したWHIPとWRNが 核内で 同一のdot状
の構 造体 に共局在 する ことを示 した。 さ らに,WRNが 二本蝉DNA切 断 の修復 に関与す るKu70/86複合体
と結合す るこ とを確認 した。
以上,本 研 究 に よ り,WRNがSUMO-1化修飾 を受 け るこ とが明 らか にな り,SUMO-1化修飾 による
WRNの 機 能の制御 の可能性 が示唆 され,WRNの 機 能制御 を解 明するための重要 な手が か りが得 られ た。
また,WRNに 結合す るタ ンパ ク質 として,生 物種 間で広 く保存 されているWHIPの発見 は,WRNの 機能
を分子 レベルで解析 するための突破 口を与 えるものであ り,この分野の研 究 に与 える影響 は非常 に大 きい。
よって,本 論文 は博士(薬 学)の 学位論 文 として合格 と認め る。
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